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1 UVOD 
1.1 KAJ SO BAKTERIOFAGI 
Bakteriofagi (krajše fagi) so virusi, ki okužujejo bakterije. So najštevilčnejša entiteta v biosferi 
in najdemo jih v vseh okoljih, kjer so prisotne bakterije. Bakterije se konstantno prilagajajo na 
bakteriofage in na njih postajajo rezistentne. Hkrati pa se fagi prilagajajo na nove pridobitve 
bakterij in postajajo bolj efektivni pri pobijanju le teh. Ta dinamika je konstantna in prisotna v 
vseh okoljih, kjer so bakterije in bakteriofagi v neposrednem stiku. 
Bakteriofagi so bili odkriti na začetku prejšnjega stoletja. Odkril jih je Félix d’Herelle in sicer 
v povezavi z bolezensko diarejo. Praktično takoj je predlagal, da se laboratorijsko proizvedeni 
bakteriofagi uporabijo za zdravljenje bakterijskih okužb. Tako se je razvila ideja o fagni terapiji. 
Prvi testi uporabe bakteriofagov kot zdravilnih agentov so bili leta 1919 in sicer za zdravljenje 
okužbe s Salmonella gallinarum (Summers, 2012). Leta 1928 pa je bil odkrit penicilin – 
antibiotik, ki je zasenčil bakteriofage in fagno terapijo. Antibiotiki delujejo na veliko različnih 
bakterij in tako zdravijo številne okužbe, med tem ko bakteriofagi delujejo le v zelo ozkem 
spektru bakterij. Velikokrat le na eno vrsto, včasih pa so aktivni le proti specifičnim sevom 
bakterij. Kljub temu so v Sovjetski Zvezi, na Poljskem in drugih vzhodnih predelih še vedno 
uporabljali bakteriofage tudi za zdravljenje svojih vojakov. Veliko raziskav, ki se jih je takrat 
objavljajo na to temo ni bilo napisanih v angleščini, dober del teh raziskav pa se ni prevedlo, 
kar je prispevalo k ne napredovanju znanja pridobivanja in uporabe bakteriofagov (Wittlbole in 
sod., 2014). Počasi je ideja fagne terapije zamrla, saj je bila asociirana z nazadnjaštvom, 
socializmom, menili so, da jih poveličujejo brez konkretnih dejstev in imeli so veliko skrbi 
glede njihovega delovanja, vpliva na imunski sistem in tako dalje (Summers, 2012). Danes pa 
je prekomerna uporaba antibiotikov na področjih živinoreje, prehrane in zdravstva privedla do 
razširjenosti bakterij rezistentnih na antibiotike. Ko nam enkrat antibiotiki ne bodo več v pomoč 
se bomo morali obrniti na druge rešitve. Ena izmed teh rešitev, bi lahko bili bakteriofagi in 
fagna terapija, zato jih moramo znati pridobivati. 
Lizogeni bakteriofagi imajo v primerjavi z ostalimi fagi to sposobnost, da lahko svojo dednino 
vgradijo v genom gostitelja in se razmnožujejo skupaj z bakterijo, ki jih gostuje. Vgrajenemu 
bakteriofagu pravimo profag, bakteriji, ki nosi vsaj en profag pa pravimo lizogena bakterija. 
Ena bakterija ima lahko v svojem genomu več profagov. Najboljše opisan lizogen bakteriofag 
je bakteriofag lambda, katerega gostitelj je E. coli. Ker je o lambdi objavljene največ literature 
in pa ker so si sistemi lizogenije med večino ostalih lizogenih bakteriofagov podobni, sem se 
odločil, da se v svojem delu osredotočim predvsem na lambda bakteriofag. 
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1.2 ZAKAJ BI PROIZVAJALI LIZOGENE BAKTERIOFAGE? 
1.2.1 Fagna terapija 
Zaradi njihove narave pobijanja bakterij se jih velikokrat primerja z antibiotiki. Zadnja 
desetletja beležimo stalno poviševanje antibiotske odpornosti bakterij, kar predstavlja velik 
zdravstveni problem. Od komercializacije antibiotikov so v uporabi pri zdravljenju praktično 
vsake bakterijske okužbe. Med drugim jih uporabljajo tudi v živilski industriji za preprečevanje 
bolezni, ki bi se lahko hitro razširile med rejenimi živalmi v industrijskih proizvodnjah mesa, 
jajc in mleka. Kot že prej napisano, fagna terapija ni nova ideja. Dobili so jo takoj po odkritju 
bakteriofagov a je zamrla prav zaradi antibiotikov. Danes se o fagni terapiji govori vse več 
zaradi potrebe po učinkovitem uničevanju (več-)rezistentnih bakterij. 
Fagna terapija ima nekaj zelo dobrih prednosti pred zdravljenjem z antibiotiki. Bakteriofagi so 
zelo specifični glede svojega gostitelja, zato bi lahko bolj natančno ciljali patogene bakterije. 
Pri zdravljenju (predvsem s širokospektralnimi) antibiotiki poleg patogenih bakterij pobijamo 
tudi človeku koristne bakterije, kar lahko povzroči težave v telesu. En od konkretnih primerov 
je porušitev ravnovesja črevesne mikroflore. Fagi imajo tudi povišano aktivnost na mestu 
okužbe, saj se tam razmnožujejo, zaradi specifičnosti gostitelja so precej neškodljivi ljudem, 
ob enem pa jih je še relativno poceni odkriti in nove proizvajati v primerjavi z antibiotiki 
(Monteiro in sod., 2019). 
Problem je, da so bakteriofagi biološke entitete, ki so se razvijale skupaj z bakterijami. To 
pomeni, da interakcija fagov z bakterijami (v naravi ali pri terapiji) ne bo pripeljala do popolne 
eliminacije celotne bakterijske populacije, saj bo vedno obstajala neka podpopulacija bakterij, 
ki se je razvila tako, da je na njih odporna. Za fagno terapijo se tu veliko gleda na izkoriščanje 
imunskega sistema, ki lahko igra veliko vlogo. Uporaba fagov v sodelovanju z nevtrofilci kaže 
na uspešno delovanje terapije proti na fage občutljivim in rezistentnim bakterijah. Fage se lahko 
uporabi tudi v kombinaciji z antibiotiki ali drugimi metodami zdravljenja bakterijskih okužb. 
Tako lahko znižamo stranske učinke antibiotikov, ob enem pa ohranimo učinkovitost in 
specifičnost fagov. Z uporabo sintezne biologije so bakteriofagom uspešno izboljšali delovanje 
proti biofilmom in delovanje pri kombinirani uporabi z antibiotiki, jim spreminjali gostiteljski 
spekter, zmanjšali toksičnost, imunogenost in izboljšali njihovo preživetje po administraciji 
(Monteiro in sod., 2019). 
Pri fagni terapiji se je uporabljalo predvsem litične bakteriofage zaradi utemeljenega strahu 
pred prenašanjem virulentnih genov med bakterijami s procesom specializirane transdukcije. 
To je proces, kjer se skupaj s profagom izrežejo tudi gostiteljski geni, ki v genomu ležijo zraven 
profaga. Primer tega je na primer sev E. coli O157:H7, ki je preko integracije lizogenega 
bakteriofaga pridobila gen za šiga toksin in postala patogena (Shaikh in Tarr, 2003). Fagi lahko 
med bakterijami prenašajo tudi gene za rezistenco na antibiotike. 
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Danes pa lahko z uporabo sintezne biologije proizvedemo lizogene bakteriofage, ki so varnejši 
in bolj učinkoviti. Lastnost lizogenih bakteriofagov, da se lahko vgradijo v gostiteljski genom, 
pa se lahko tudi izkorišča v pozitivne namene. Lizogene bakterifage se lahko uporablja kot 
dostavljalne sisteme za protimikrobne agente. Ustvarjajo se CRISPR/Cas9 sistemi, ki ciljajo na 
esencialne gene patogenih bakterij. En od primerov je vgrajevanje CRISPR/Cas9 sistema, ki 
cilja nuc gen bakterije S. aureus, ki je specifičen za to vrsto. Z in vitro in in vivo poskusi so 
pokazali zelo obetajoče rezultate. V in vitro poskusih jim je uspelo skoraj popolnoma zatreti 
rekolonizacijo bakterij, v in vivo poskusih jim je CFU bakterij uspelo znižati za dva reda (Park 
in sod., 2017). Bakteriofagom lahko vgradimo tudi sisteme, ki ciljajo gene antibiotske 
rezistence in s tem povečamo količino občutljivih bakterij. Tak sistem je predlagan za tretiranje 
bolnišničnih površin in kože osebja v bolnišnicah. Antibiotiki in razkužila ustvarjajo selekcijski 
pritisk v prid rezistentnim bakterijam. Uporaba takšnega sistema pa ne le, da aktivno spreminja 
rezistentne bakterije v občutljive ampak ob enem ustvarja selekcijski pritisk v prid le-teh (Yosef 
in sod., 2015). 
1.2.2 Fagni prikaz (phage display) 
Fagni prikaz je metoda odkrivanja protein-protein, protein-peptid ali protein-DNA interakcij. 
Gen preučevanega proteina se vgradi v gen plašča faga. Preučevan protein se tako izrazi kot 
fuzijski protein skupaj s plaščnim proteinom in se predstavi na površini faga. Fag pa nosi genski 
zapis za ta protein. Ta tehnika se velikokrat uporablja za iskanje visoko afinitetnih protiteles. 
Naredi se velika knjižnica fagov, ki nosijo zapise različnih kombinacij težkih in lahkih verig 
protiteles. Tarčne proteine se veže na mikrotiterske plošče v katere nato dodajo mešanico 
predstavljajočih fagov. Fagi, ki predstavljajo protitelesa z večjo afiniteto do tarčnega proteina 
imajo večjo verjetnost, da ostanejo vezani nanj po spiranju plošče. Vezane fage se nato izolira, 
ponovno namnoži in ponovno testira. Po parih takšnih ciklih ostanejo na ploščo vezani fagi z 
najvišjo afiniteto do tarčnega proteina. Ker fagi nosijo tudi dedni zapis za predstavljena 
protitelesa (ali druge proteine) vemo tudi točen zapis za ta protein, ki ga lahko nato 
proizvajamo. Večinoma se za fagni prikaz uporabljajo filamentozni M13 fagi, kdaj se pa 
uporabijo tudi lambda fagi (Kumar in sod., 2019) 
1.3 LIZOGENI BAKTERIOFAGI 
Bakteriofagi imajo več načinov razmnoževanja. Nekateri se razmnožujejo izključno litično, 
nekateri imajo sposobnost lizogenije, nekateri pa v bakterijski celici povzročijo kronično 
infekcijo. Litični cikel poteka tako, da se prosti bakteriofagni delec pritrdi na površino 
bakterijske celice - proces, ki mu pravimo adsorbcija - in nato svojo dednino shranjeno v kapsidi 
vbrizga v notranjost bakterijske celice. Fagna DNA prevzame celično mašinerijo in se začne 
podvojevati, izdelovati nove fagne delce in pa proteine, ki bodo lizirali gostiteljsko celico. Novo 
nastala fagna dednina se zapakira v fagne delce, ki se po lizi celice sprostijo v okolje, proces pa 
se nato ponovi. Nekateri bakteriofagi po okužbi gostitelja ne lizirajo celice ampak se sproščajo 
 Bohinc J. Pridobivanje lizogenih bakteriofagov. 
    Dip. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Biotehnologija, 2020 
  
 
4 
 
iz celice brez, da bi jo lizirali. Taki okužbi pravimo kronična okužba, saj se fagni delci sproščajo 
do smrti gostitelja, ki ni direktna posledica virusne okužbe. Primer faga, ki je sposoben kronične 
okužbe je bakteriofag M13, ki napada E. coli. Lizogeni bakteriofagi pa lahko po okužbi 
preklopijo na lizogen način razmnoževanja, pri katerem svojo dednino vgradijo v gostiteljski 
kromosom. Bakteriofagu, ki je vgrajen v bakterijski genom pravimo profag. 
Preglednica 1: Primeri lizogenih bakteriofagov in njihovi gostitelji 
Ime bakteriofaga Gostitelj 
lambda 
Escherichia coli 
P1 
P2 
HK022 
fag 186 
N15 
P22 
Salmonella typhimurium  
Gifsy-1 
Gifsy-2 
Gifsy-3 
PY54 Yersinia enterocolitica 
PKO2 Klebsiella oxytoca 
ΦHAP-1 Halomonas aquamarina 
Vsi lizogeni bakteriofagi imajo posebne gene, ki jim omogočajo vgrajevanja dednine v genom 
gostitelja, represijo izražanja litičnih genov, ko so v lizogenem stanju, itd. Veliko teh sistemov 
si je med posameznimi bakteriofagi zelo podobnih (Casjens in Hendrix, 2015), zato bom 
genetsko podlago lizogenije razložil na lambdi. 
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Slika 1: Shema dela lambda genoma (prirejeno po Casjens in Hendrix, 2015). 
Na sliki 1 je prikaz takojšnjih in zgodnjih transkriptov lambdinega genoma. Zeleno obarvani 
pravokotniki so geni, ki se prepišejo na takojšnjem transkriptu, modri so geni prepisani na 
zgodnjem transkriptu. Nad pravokotniki so imena genov, v pravokotnikih pa diamant označuje 
gene, ki nosijo zapis za regulatorne proteine. Pod pravokotniki je skala lokacije genov v kbp. 
Na njej so označena tudi nekatera pomembna mesta, kot so promotorji terminatorji in nut mesta. 
Pod skalo je obarvana puščica, ki kaže transkript in v katero smer se prepisuje. Barva pa 
označuje časovni okvir prepisa, tako kot pri pravokotnikih. 
Dednina lambde je v obliki linearne dvoverižne DNA z 12 baz dolgimi lepljivimi konci. V 
gostiteljskem citosolu se po infekciji lepljiva konca bakteriofagnega genoma zlepita in nastane 
krožna dsDNA. Lambdin genom ima časovno kontroliran ekpresijski vzorec razdeljen v tri 
dele. Takojšnji, zgodnji in pozni. Najprej se torej prepišeta takojšna transkripta, ki sta kodirana 
pod promotorjema, PR (desni promotor) in PL (levi promotor). Transkripcija je terminirana 
zaradi prisotnosti gostiteljskega Rho proteina, ki terminira na mestih tL1 in tR1, kot lahko vidite 
na sliki 1. V času raziskovanja terminacije zgodnjih transkriptov je bil Rho protein med prvimi 
odkritimi transkripcijskimi faktorji. Na nastalem zgodnjem levem transkriptu je kodiran N 
protein, na desnem pa cro protein. N protein deluje kot antiterminator na terminatorskih mestih 
downstream nut (N utilization) mest. RNA polimeraza, ki prečka nut mesto z N proteinom, 
postane neobčutljiva na terminacijo z gostiteljskim Rho proteinom. Tako se lahko začnejo 
prepisovati zgodnji transkripti. Pozni transkripti pa kodirajo strukturne proteine, litične encime 
in ostale proteine, ki so potrebni pri lizi celice in sproščanju fagov iz celice. 
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1.3.1 Odločanje o lizogenosti 
Po okužbi bakterijske celice se začne odločanje o lizogenosti. Ta odločitev je sprejeta predvsem 
s pomočjo lambdinih CII in CIII proteinov. Veliko funkcijo pa ima tudi gostiteljska fiziologija. 
CII protein direktno vpliva na nivoje CI proteina, kater mora biti v visokih koncentracijah, da 
pride do lizogenije. CI protein je samoregulativen, kar pomeni, da sam direktno vpliva na svojo 
transkripcijo, tako, da je naloga CII proteina, zagotavljanje zadostne količine CI proteina, da se 
lahko samoregulira. CIII protein pa stabilizira CII s tem da inhibira aktivnost gostiteljskega 
proteaznega kompleksa HflB(FtsH). CIII gostiteljski proteazi zmanjša aktivnost za CII na 
podlagi kompeticije s CII proteinom. Vemo še za vsaj 7 drugih poti preko katerih se na podlagi 
gostiteljskega fiziološkega stanja lambda odloči za lizogenijo. Te poti kontrolirajo predvsem 
CII in CIII nivoje, ki sta glavna proteina pri odločanju o lizogeniji (Casjens in Hendrix, 2015). 
Ko je enkrat odločitev za lizogenijo sprejeta, morajo vsi ostali signali v prid litičnosti na hitro 
izginiti, da ne pride do preskakovanja med eno in drugo odločitvijo. Proteini O, N, CII, CIII in 
Xis so metabolno zelo nestabilni in so uničeni v parih minutah po njihovem nastanku. Ko se 
njihova sinteza ustavi, se hitro ustavijo tudi vsi procesi v katerih sodelujejo. DNA podvojevanje, 
prepisovanje zgodnjega promotorja in aktivnosti promoviranja litičnosti se hitro ustavijo 
(Casjens in Hendrix, 2015). 
 
Slika 2: Regulatorno vezje lambde (prirejeno po Casjens in Hendrix, 2015) 
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Na sliki 2 rumene elipse predstavljajo funkcije kodirane na lambdi, modre elipse pa funkcije 
kodirane na gostitelju. Zelene puščice predstavljajo pozitivno regulacijo, rdeče črte pa 
negativno  
1.3.2 Ohranjanje lizogenije 
CI je glavni represor, ki preprečuje kaskado prepisovanja litičnih genov. Veže se na OL (levi 
operator na katerem so OL1, OL2 in OL3 mesta) in OR (desni operator na katerem so OR1, 
OR2 in OR3 mesta) in naredi zanko na DNA. Naenkrat se veže na OR1, OR2, OL1 in OL2 
mesta in tako represira prepisovanje iz PL in PR promotorjev (UniProt, 2020). S tem zagotovi, 
da bakteriofag ostane v lizogenem ciklu. Poleg tega poznamo še dve druge regulatorne funkcije. 
Prva je manjšanje prepisovanja gostiteljskega pckA gena (kodira fosfoenolpiruvat 
karboksikinazo). Ta gen je potreben za rast na sukcinatu in na nekaterih drugih ogljikovih virih. 
Ne vemo točno še zakaj bi bilo nižanje ekspresije tega gena uporabno, vendar najdemo 
prekrivanje tega gena tudi v drugih lamboidnih fagnih genomih (Casjens in Hendrix, 2015). 
Druga pa je avtoregulacija svoje količine. Vezava CI na OR2 dodatno aktivira transkripcijo cI 
gena. Ko je CI proteina zadosti se lahko veže na OL3 in OR3 in s tem zavira svojo transkripcijo, 
kar mu omogoča avtoregulacijo svoje količine (UniProt, 2020). 
Konstantna prisotnost CI proteina v bakterijski celici povzroči imunost na superinfekcijo z 
dodatnimi lambda fagi. Ko bo v celico prišla nova fagna DNA na kateri so operatorji, ki jih 
prepozna CI represor se bo le ta na njih vezal in inhibiral prepisovanje litičnih genov. 
CI-CII-CIII sistem odločanja najdemo tudi pri drugih bakteriofagih. 
1.3.3 Integracija in izrez 
Profag se vgradi v genom na podlagi rekombinacije med krožnim lambda fagom in 
gostiteljskim kromosomom. Lambda ima gen za integrazo Int, ki je nujno potreben za vgradnjo 
profaga. V vgradnjo sta vpletena tudi gostiteljska IHF (integration host factor) in Fis proteina. 
Lambda se vgradi tako, da poteče homologna rekombinacija med fagno sekvenco attP in 
bakterijsko attB. Reakcijo katalizira lambdin protein Int, pomagajo mu pa IHF in Fis. Če pa je 
v višjih nivojih prisoten tudi Xis protein pa poteče reakcija v drugi smeri in se fagna DNA 
izreže iz bakterijskega kromosoma preko homologne rekombinacije attL in attR sekvenc (Seah 
in sod., 2014). 
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Slika 3: Poenostavljena shema izreza in integracije lambde 
Na sliki 3 so označena tudi pomembna mesta na DNA in sodelujočimi proteini.  
Izrez lahko poteče šele ko se CI represor deaktivira in se začnejo prepisovati litični geni, skupaj 
z xis. CI represor se deaktivira po zelo pametni poti. Je analog LexA represorju, ki regulira SOS 
odziv pri E. coli. Ko v celici pride do poškodbe na DNA, nastane enoverižna DNA oz. ssDNA. 
Ta se veže na RecA filament in ga skupaj z ATP aktivira. RecA-ssDNA-ATP kompleks deluje 
kot ko-proteaza pri samocepitvi LexA represorja. Tako se aktivirajo vsi SOS geni in celica se 
začne boriti za življenje (Casjens in Hendrix, 2015). Ta sistem je zelo pameten, saj je direkten 
odziv na poškodbe na DNA, ki kažejo na neko krizno situacijo na katero mora bakterija 
odreagirati. 
Lambda ta sistem zelo dobro izkoristi. CI represor je strukturno analogen LexA represorju. Tudi 
sam ima samocepitveno aktivnost, ki je katalizirana s strani RecA-ssDNA-ATP kompleksa. CI 
represor tako zazna krizno stanje v celici, se cepi in s tem deaktivira. Prične se prepisovanje 
zgodnjih transkriptov, ki preklopijo delovanje faga na litični cikel (Casjens in Hendrix, 2015). 
Sami lahko ta proces aktiviramo s fizikalnimi dejavniki na primer z obsevanjem kulture z UV, 
gama ali rentgenskimi žarki ali pa s kemičnimi metodami na primer z dodatkom mitomicina C, 
ki je najbolj pogost kemični agent pri indukciji profagov (Mobberley in sod., 2008; Hertwig in 
sod., 2003; Lemire in sod., 2011; Shinagawa in sod., 1977). Večina drugih lizogenih 
bakteriofagov ima zelo podobne sisteme indukcije in se jih lahko inducira na enak način kot 
 Bohinc J. Pridobivanje lizogenih bakteriofagov. 
    Dip. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Biotehnologija, 2020 
  
 
9 
 
lambdo. Bakteriofaga Gifsy-1 in Gifsy-3, katerih gostitelj je S. typhimurium imata takšen 
sistem, da se represor ne deaktivira direktno z RecA kompleksom, ampak jih deaktivirajo 
antirepresorji. Te antirepresorji pa so pod direktno regulacijo gostiteljskega LexA represorja, 
tako da tudi reagirata na poškodbe dednine. Na podoben način delujeta tudi E. coli faga 186 in 
N15 (Lemire in sod., 2011). Pri veliko bakteriofagih obstajajo tudi sevi, ki imajo temperaturno 
občutljiv glavni represor pri ohranjanju lizogenije in se jih tako lahko inducira s povišanjem 
temperature (Rosner, 1972; Czekala in sod., 1971). Tak primer je opisan kasneje pri šaržnem 
sistemu proizvodnje. 
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2 PRIDOBIVANJE BAKTERIOFAGOV 
Znanje o proizvodnji bakteriofagov v bioreaktorjih se razvija predvsem v industriji, te 
informacije pa le redko pridejo v širšo javnost (Agboluaje in Sauvageau; 2018). 
Poznamo več različnih metod proizvajanja bakteriofagov. Ker se jih vzgaja s pomočjo bakterij, 
je nujno, da znamo uspešno gojiti bakterijo, ki je gostiteljica želenega faga. Za optimizirano 
proizvodnjo pa je tudi pomembno razumeti, da pogoji za optimalno proizvodnjo bakteriofagov 
niso nujno enaki kot pogoji za optimalno virulenco ali optimalno rast gostitelja (Agboluaje in 
Sauvageau; 2018).  
Za proizvodnjo lizogenih bakteriofagov lahko uporabimo dva pristopa. Lahko gojimo lizogeno 
bakterijo, torej takšnega gostitelja, ki že ima profag v svojem genomu, ali pa uporabimo 
neokuženega gostitelja občutljivega na željen bakteriofag in izbran fag s katerim bomo 
gostitelja okužili. 
Iskanje lizogenih bakterij je vedno lažje z napredovanjem orodij genomike, bioinformatike itd. 
Tako lahko na primer z računalniškim program Phage_finder najdemo profagne sekvence v 
genomih bakterij. Program išče nukleotidna zaporedja specifična profagom in pregleduje 
velikost, raztresenost sekvenc, ohranjenost le teh, itd (Fouts, 2006). Lahko jih iščemo s 
primerjavo sekvenc, na primer na bakterijskem genomu poskušamo poravnati sekvenco 
bakteriofaga, ki ga želimo najti, ali le fagu specifične gene. Veliko podjetij tudi prodaja že 
opisane lizogene bakterije (npr. ATCC), kjer lahko najdemo različne seve bakterij z želenimi 
profagi, vektorji, mutacijami, itd. 
Če se odločimo za uporabo neokužene bakterije in prostega faga moramo vedeti, da lahko pride 
do preskoka na lizogen cikel, pri katerem ne nastajajo prosti fagi. Odločitev za 
lizogenost/litičnost je kompleksna vendar načeloma bo fag izbral litično rast, če je bakteriji na 
voljo veliko hranil (Casjens in Hendrix, 2015),  če povišamo temperaturo gojišča in če delamo 
z nizkim MOI (Kourilsky in Knapp, 1974; Zeng in sod., 2010). MOI število je razmerje dodanih 
prostih fagov na število bakterij v gojišču. 
Pri ugotavljanju zakaj je MOI število pomembno pri lizogenosti sta Kourilsky in Knapp v 
svojem članku pisala, da mora biti v eksponentno rastoči celici prisotnih več kopij lambde, da 
lahko pride do visokih koncentracij CI, CII in CIII proteinov, ki so potrebne za lizogenost. Tudi 
Zeng in sodelavci so pokazali, da se z višanjem MOI števila zvišuje možnost lizogenosti. 
Pomembnost hranil in predvsem glukoze pri lizogeniji pa je povezana s cAMP. Ta je direktno 
odvisen od nivojev glukoze, ki je celici na voljo. Visoke količine glukoze znižajo nivo cAMP 
v celici. cAMP negativno regulira nivo Hflb proteaz, zato se ob visoki količini glukoze zviša 
nivo proteaze, ki razgrajuje CII protein. Nizki nivoji CII pa lambdi omogočajo litični cikel 
(Casjens in Hendrix, 2015). To je razvidno tudi iz slike 2. 
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Če želimo fage proizvajati v večjih količinah so standardne metode po navadi neustrezne, saj 
se dolgo časa niso spreminjale in so ostale optimizirane na skali laboratorijskega nivoja. Ob lizi 
celic se ne sprostijo le fagni delci temveč vsa vsebina celice vključno z molekulami z visoko 
molekulsko maso, kot so kromosomalna DNA, različne RNA molekule in tako dalje, ki ostanejo 
v supernatantu po centrifugiranju. Sproščene molekule predstavljajo probleme za zaključne 
procese, kot tudi iz regulatornega vidika. Zmanjšanje količine DNA v supernatantu je 
pomembno, saj lahko prisotnost le te poveča viskoznost lizata. Intracelularne snovi se lahko 
oborijo skupaj s fagom, lahko tekmujejo za vezavna mesta na kromatografskih materialih in 
lahko blokirajo membrane ter kromatografske kolone. Pri povečanju proizvodnje se moramo 
zavedati da so procesi čiščenja lahko veliko bolj kompleksni, saj moramo očistiti visoke 
količine neželjenih snovi (Ward in sod., 2019). 
Včasih so na laboratorijski ravni dodali encime iz govejega pankreasa, kot so RNAseI in 
DNAseI. Uporaba živalskih proteinov pri proizvodni in čiščenju materiala namenjenea za 
človeške terapevtske namene pa je prepovedana, zato se iščejo alternative. Uporabi se lahko 
gensko spremenjene bakterije, ki v svoji periplazmi izražajo široko spektralno nukleazo, ki bi 
se sprostila ob lizi celice. Tako so uporabili encim stafilokokno nukleazo, ki jo raziskujemo in 
opisujemo že od 1960 in lahko razgrajuje tako DNA kot RNA. Nukleaza ne vpliva na rast celice, 
saj ne pride v stik z genomsko ali plazmidno DNA v citoplazmi. Šele ko pride do lize celice se 
sprosti in razgradi DNA in RNA v mediju oziroma lizatu. Pokazali so, da lahko na ta način 
razgradimo skoraj vso DNA in veliko večino RNA (Ward in sod., 2019). 
Standardni postopek za iniciacijo infekcije lambde ali katerih drugih fagov je, da se fage in 
celice zmeša skupaj in pusti statično inkubirati 5-15 minut. Namen tega je, da omogočijo fagom 
da se pritrdijo na svoje tarče na celicah. Mešanica fagov in bakterij se nato doda v medij. 
Ugotovitve novejših raziskav z M13 virusom in E. coli pa kažejo, da ta začetna statična 
inkubacija ne doprinese k večjem končnem titru faga, ne glede na začeten uporabljen MOI 
(Ward in sod., 2019). 
Za komercialno proizvodnjo bakteriofagov se lahko tudi močno poseže v genom gostitelja, tako 
da ga prilagodimo za proizvajanje bakteriofagov. Na to temo je bil vložen patent 
WO2011080505 z naslovom »Method of growing phage for commercial use« (Clark in March, 
2011) v katerem predstavijo, kako bi lahko proizvajali bakteriofage s prav za to namenjenimi 
bakterijami. Ideja je, da bi se bakteriji onemogočilo vsaj enega, če ne vseh genov za restrikcijske 
encime tipa I. Na primeru E. coli se lahko onemogoči gene kot so hsdSMR geni, ali geni družin 
mcr in mrr. Lahko se onemogoči tudi gene strukturnih proteinov migetalk in bičkov, kot sta 
flgA-H in fimB-H. Lahko se bakterijo tudi spremeni tako, da z bakteriofagom ne bosta imela 
homolognih zaporedij daljših od 25 baznih parov, tako da ne mora priti do homologne 
rekombinacije. E. coli lahko odstranimo tudi fhuA gen, ki je receptor bakteriofaga T1. 
Odstranimo lahko tudi profagne sekvence, ki so prisotne v gostiteljskem genomu. V sevih K-
12 E. coli je tak primer rac profag ali Qin profag. Lahko bi se spremenilo tudi receptorje, ki jih 
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bakteriofag prepoznava, vendar bi v tem primeru mogli s postopkom selekcije pridobiti 
prilagojene bakteriofage, ki bi lahko prepoznali modificiran receptor. 
2.1 IZBIRA SISTEMA PROIZVODNJE 
Fage lahko gojimo v različnih sistemih. Izberemo si tistega, ki najbolj ustreza našim potrebam 
in zmogljivostim. 
Kultivacija fagov se tradicionalno izvaja v erlenmajericah ali v šaržnih mešalnih bioreaktorjih 
(Jurač in sod., 2018). Razvijajo pa se novi procesi, ki prinesejo različno visoke titre 
bakteriofagov in zahtevajo različne stopnje nadzora, pripravljalnih in zaključnih procesov. 
2.1.1 Šaržni sistem 
Največkrat se za proizvodnjo bakteriofagov uporablja šaržni sistem, saj je zelo robusten, deluje 
tudi pri nizkih volumnih (npr. v erlenmajericah) in ne rabi veliko nadzora. Pridobimo visoke 
titre bakteriofagov, problem pa predstavljajo vsi pripravljalni in zaključni procesi, ki so včasih 
bolj zahtevni od samega bioprocesa (Agboluaje in Sauvageau, 2018). Problem pa je tudi v tem, 
da se lahko posamezne šarže med seboj razlikujejo, kar je lahko iz regulatornega vidika sporno. 
Produkcija je odvisna od začetnih pogojev infekcije, zato je pomembno, da ugotovimo kateri 
začetni pogoji so optimalni za izbran bakteriofag in pa za želene izide. Če delamo z neokuženo 
bakterijo in prostim fagom začnemo z majhnim inokulumom in z odčitavanjem optične gostote 
spremljamo rast bakterije. Tik pred prehodom eksponentne faze v stacionarno fazo dodamo v 
bioreaktor proste fage. Uporabimo nizko število MOI, saj s tem zmanjšamo možnost, da bo 
prišlo do lizogenije. Idealne količine inokuluma in MOI so različna za vsakega faga in morajo 
upoštevati stopnjo rasti, število receptorjev preko katerih bakteriofag vstopa v celico, število 
sproščenih fagov na celico in stopnjo izdelave in dozorevanja novih fagnih delcev (Ward in 
sod., 2019) 
Pri šaržnem gojenju lizogenih bakterij pa moramo inducirati litično razmnoževanje faga. Pri 
lambdi se lahko se inducira s toploto, UV žarčenjem, mutagenimi snovmi, spremembo v pH, 
itd (Casjens in Hendrix, 2015) Zgodi se tudi, da pride do spontane indukcije, ki niso tako redke, 
vendar se na to ne moramo zadostno zanašati, saj se to zgodi le v posameznih celicah in ne 
pride do dovolj velike lize. Pri nizkih delavnih volumnih je na primer sprememba temperature 
izvedljiva, saj se toplota po mediju relativno hitro in enakomerno razporedi. Hiter in 
enakomeren preskok temperature pa je pri večjih volumnih gojišča zelo težak. 
Czekala, Luk in Bartl (1971) so pokazali, da lahko z lizogenim sevom *lambdaCI857, ki je 
inducibilen s toploto proizvedejo visoke količine lambde brez spreminjanja pogojev v 
bioreaktorju. Litični cikel se pri omenjenem sevu inducira z zvišanjem temperature nad 40°C, 
do popolne indukcije in masovne lize pa pride pri temperaturi 45 °C. Uporabili so 20L 
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bioreaktor napolnjen z 10 L medija ogretega na 40 °C, katerega so močno prepihavali. Gojišče 
so nacepili z 1 mL celične suspenzije *lambdaCI857 in po 12-15 h je prišlo do močne lize celic 
zaradi indukcije faga. Dobili so visoke količine bakteriofaga s koncentracijami v redu 10^10 
PFU/mL. 
2.1.2 Kontinuirni Sistem 
Za proizvodnjo se lahko uporabi kemostat ali turbidostat. Čeprav ima ta sistem  visok through-
put in lahko proizvede visoke količine bakteriofagov ni najbolj primeren za proizvodnjo le teh. 
Problem je v tem, ker imata gostitelj in fag zelo dinamične skupne interakcije, kar se lahko 
pokaže v povišani stopnji mutacij. Bakterije dobivajo nove mutacije, ki se jim pomagajo 
obraniti pred infekcijo, enako pa bakteriofagi pridobivajo nove mutacije, ki jih naredijo bolj 
efektivne proti mutiranim bakterijam. Te spremembe v populacijah bakterij in bakteriofagov 
predstavljajo problem, zaradi katerega težko držimo proces na neki stabilni fazi, kar pa je 
predpogoj za kontinuirno proizvodnjo (Agboluaje in Sauvageau, 2018). 
Prav zaradi takšnih problemov se enostopenjski kontinuirni sistemi uporabljajo predvsem za 
preučevanje koevolucije bakterije in faga. Tudi literature o proizvodnji na tak način ni veliko, 
če pa že je je po navadi za preučevanje koevolucije. 
V bioreaktorju mora ostajati zelo delikatno ravnotežje med stopnjo redčenja, stopnjo 
proliferacije gostiteljskih celic, stopnjo infekcije in lize gostiteljskih celic. Kakršni koli nihaji 
v teh parametrih lahko vodijo v najboljšem primeru v drugačno stabilno fazo, v najslabšem 
primeru pa lahko pride do spiranja in izgube proizvodnje. Upoštevati moramo tudi prag gostote 
populacije (threshold population density), to je gostota populacije pri kateri se infekcija obdrži. 
Pod to celično gostoto se infekcije ne morajo prenašati iz celice na celico in zato počasi zamre. 
Nad to celično gostoto pa infekcije povsem prevzamejo gostiteljsko populacijo, kar privede do 
spiranja bakteriofaga iz sistema. Problem je ker se pražna gostota populacije pojavi pri zelo 
nizkih celičnih gostotah, kar privede do relativno nizkih titrov bakteriofagov (Agboluaje in 
Sauvageau, 2018). 
2.1.3 Večstopenjski kontinuirni sistem 
Pri takšnem sistemu se izognemo daljšim interakcijam bakterij in bakteriofagov, saj bakterijo 
gojimo brez prisotnosti bakteriofaga v prvi stopnji in jo pretočimo v drugo stopnjo, kjer je 
prisoten bakteriofag, da pričnemo infekcijo. Med obema stopnjama lahko dodamo tudi več 
hranil. 
S tem načinom proizvodnje je prag gostote populacije višji, kar pomeni, da bodo lahko višji 
titri bakteriofagov, kot pri enostopenjskem kontinuirnem sistemu. Izboljša se tudi robustnost 
sistema. Še vedno pa se mora držati pravilna gostota populacije, da lahko drži infekcijo v drugi 
fazi. Gostiteljske celice morajo biti dovedene v drugo fazo proporcionalno s stopnjo infekcije, 
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zato da se ohrani stabilna faza infekcije. Tak sistem tudi zmanjša možnost koevolucije, saj je 
čas interakcije med bakteriofagom in gostiteljem zelo zmanjšan. Potencialno spremenjene 
celice imajo zelo nižji čas ostajanja v bioreaktorju in manj možnosti, da se močno namnožijo, 
saj se hitreje odplaknejo iz bioreaktorja. Problem je pa tudi v tem ker se odplakujejo tudi celice, 
ki niso bile okužene, kar ni optimalno za proizvodnjo (Agboluaje in Sauvageau, 2018). 
2.1.4 Večstopenjski pol-kontinuirni sistem 
V takem sistemu se v prvi fazi sistema goji gostitelja na ciklični šaržni način. Tej stopnji se reče 
tudi SCF ali »self-cycling fermentation«. Tik preden populacija bakterij v prvem bioreaktorju 
doseže stacionarno fazo se del vsebine prenese v drug bioreaktor v katerem so prisotni 
bakteriofagi (Sauvageau in Cooper, 2010). Tej stopnji pa se reče SCI ali »self-cycling 
infection«. Tak način proizvodnje cilja na to, da izkoristi robustnost in visoko produktivnost 
šaržnih procesov in visok volumski through-put kontinuirnih procesov. Pri tem procesu 
nimamo težav s časom zastajanja saj so vsi gostitelji lizirani in odstranjeni med cikli, verjetnost 
koevolucije je prav zaradi tega razloga zelo nižja. Ta način proizvodnje ima veliko prednosti 
pred ostalimi načini proizvodnje, ampak zahteva sofisticirano vodenje in nadzor procesa 
(Agboluaje in Sauvageau, 2018). Sistem ima zelo visoko produktivnost, izboljša pa se lahko še 
z imobilizacijo bakterijskih celic v alginatnih krogljicah, zato da bi se jih lahko še lažje ločilo 
od bakteriofagov (Roy in sod., 2018). 
Primer takšnega sistema predstavita Sauvageau in Cooper v svojem članku. Sistem je nastavljen 
tako, da sta obe fazi vodeni z isto nadzorno enoto, vendar je vsaka faza kontrolirana posebej. 
Komunikacija med obema fazama je potrebna le ob cikliranju SCI faze, ko je potrebno prečrpati 
del vsebine iz SCF posode v SCI posodo. Ko je infekcija zaključena se SCI posoda sprazni do 
določenega nivoja. SCI faza nato čaka do naslednjega cikliranja SCF faze. Del vsebine iz SCF 
faze se pretoči v SCI fazo, del pa se pretoči v zbiralno posodo. V obe fazi se doda nov svež 
medij dokler ne dosežeta delavnega volumna in cikel se ponovi. 
Večstopenjski polkontinuirni ima lahko produktivnost enako kot šaržni sistemi, ki obratujejo 
pri istih začetnih pogojih. S takim sistemom lahko ponavljamo cikle kolikokrat želimo brez 
vmesnih pripravljalnih ali katerih koli drugih postopkov. Titri pridobljenih bakteriofagov pa 
segajo v rang 1010 (Sauvageau in Cooper, 2010). 
Čas SCF cikla je krajši, kot čas SCI cikla, kar pomeni, da se bakterije hitreje namnožijo do 
željene optične gostote v SCF fazi, bakteriofagi pa potrebujejo več časa, da pride do popolne 
lize v SCI fazi. To lahko izkoristimo sebi v prid in ne uporabimo le ene SCI posode ampak več 
in tako še povečamo učinkovitost sistema. 
Problem takega sistema je lahko v tem, da se dela selekcijski pritisk za bolj virulentne fage, saj 
se pri vsakem ciklu bakterije okužuje s fagi iz prejšnjega cikla. To pomeni, da bi fagi prej 
okužili bakterijske celice in čas vsakega novega infekcijskega cikla bi bil krajši. Na koncu, bi 
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to privedlo do nižjih titrov fagov, saj se bakterije v SCI fazi nebi mogle namnožiti na višjo 
optično gostoto, tako bi bilo posledično manj celic na voljo za okužbo in manj proizvedenih 
fagov. Sauvageau in Cooper sta pokazala, da temu ni tako. V svojih poskusih nista opazila 
signifikantne razlike v končnih titrih fagov. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Bohinc J. Pridobivanje lizogenih bakteriofagov. 
    Dip. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Biotehnologija, 2020 
  
 
16 
 
3 ZAKLJUČEK 
Lizogeni bakteriofagi so virusi, ki okužujejo bakterije in ki imajo sposobnost se vgraditi v njen 
genom in se pasivno razmnoževati skupaj z bakterijo. V zadnjih letih prihaja do vse višje 
stopnje odpornosti na antibiotike, zato se lahko na njih ne moramo več zanašati za zdravljenje 
bakterijskih infekcij v taki meri kot v preteklosti. Iščejo se nove rešitve in vse več se govori o 
bakteriofagih kot o novih agentih za borbo proti bakterijskim okužbam. Imajo nekatere 
prednosti pred antibiotiki in sicer to, da tarčno okužujejo specifične vrste oziroma seve bakterij, 
kar pomeni da bi lahko ciljali le na patogene bakterije in nebi vplivali na simbiontne bakterije 
v našem telesu. Pri fagnem prikazu lahko z njimi iščemo visokoafinitetna protitelesa, lahko jih 
uporabljamo kot dostavljalne sisteme pri kloniranju in tako dalje. Znanje o proizvodnji 
bakteriofagov pa se razvija predvsem v industrijskem svetu in redko pride v znanstveno javnost. 
V svojem delu sem povzel par načinov proizvodnje in pa načela, ki se jih moramo držati. 
Problem proizvodnje lizogenih bakteriofagov je prav lizogenija, saj to pomeni, da se 
bakteriofagi lahko ne sproščajo iz bakterijskih celic ampak ostanejo v bakterijskem genomu v 
obliki profaga. Lizogene bakteriofage lahko gojimo načeloma na dva načina – tako da gojimo 
bakterijo, ki nosi profag ali pa da okužimo še neokuženo bakterijo. Pri prvem načinu moramo 
sprožiti preklop na litičen cikel z uporabo mutagenih agentov (žarčenje, mutagene snovi) pri 
nekaterih sevih pa lahko lizo dosežemo s povišanjem temperature. Pri drugem načinu pa se 
lahko načeloma izognemo lizogeniji z uporabo nizkega števila fagov v primerjavi s številom 
bakterij (nizek MOI), tako da bakterije gojimo pri višji temperaturi in pri zadostni količini 
glukoze. Najpogosteje se bakteriofage proizvaja v zaprtih oz. šaržnih sistemih, vendar se jih da 
proizvajati tudi v kontinuirnih in polkontinuirnih eno ali več stopenjskih sistemih. Vsak način 
proizvodnje ima svoje prednosti in slabosti glede na izkoristek, pripravo procesa, kvaliteto 
produkta, zahtevnost proizvodnje, zahtevnost zaključnih procesov, … Različno zmogljivi 
laboratoriji si zato lahko izberejo različne procese, ki njim najbolj ustrezajo. 
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